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n Zusammenfassung 

1. Kohlensaurediester von Starkefraktionen und deren Derivate, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und Venwendung zur Kopplung an phamnazeutische WIrkstoffe. 

2.1 Bei der Kopplung von Starkefraktionen und deren Derivaten wie z.B. Hydroxyethylstarke 
(HES) an pharmazeutlsche WIrkstoffe in wasserhaltlgem Milieu treten Nachteile In Fomi 
von unerwQnschten Nebenreaktlonen auf, Es soil eine neue Methode zur Kopplung von 
Starkefraktionen und deren Derivate an pharmazeutlsche WIrkstoffe in wasserhaltigem 
Milieu gefunden werden bei der diese Nachteile nicht auftreten. 

2.2 Die Aufgabe wird dadurch gelost, dass neue Kohlensaurediester von Starkefraktionen 
und deren Derivate gefunden wurden. mit welchen eine Kopplung dleser Verblndungen 
an pharmazeutlsche WIrkstoffe im wassrigen Milieu ohne die beschrlebenen Nachteile 
gelingt. 



2,3 Verbesserte Kopplungsmethode von Starkefraktionen und deren Derivate an 
pharmazeutlsche WIrkstoffe im wasserhaltigen Milieu. 



„ Kohlensauredlester von Starkefraktionen und deren Derivate, Verfahren zu ihrer 
Herstellung und Verwendung zur Kopplung an pharmazeutische WirkstofFe 

Die Konjugatton von phamiazeutischen Wirkstoffen insbesondere von Proteinen mit 
£olyethylenglycol-Derivaten ("PEGylierung") oder Polysacchariden wie Dextrane oder 
insbesondere Hydroxyethylstarke ("HESyliemng") hat in den letzten Jahren an Bedeutung 
gewonnen mit der Zunahme an pharmazeutischen Proteinen aus der. biotechnologisciien 
Forsciiung. 

Oft haben solche Proteine eine zu kurze biologisclie Halbwertszeit, welche durcii Kopplung 
an die oben angefQhrteh Polymeren-Verbindungen wie PEG oder HES gezielt verlangert 
werden kann. Durch die Kopplung kdnnen aber auch die antigenen Eigenschaften von 
Proteinen positiv beeinflusst werden. Im Falle von anderen pharmazeutischen Wirkstoffen 
kann durch die Kopplung die Wasserldsiichkeit erheblich vergroKert werden. 

HES ist das hydroxethylierte Derivat des In Wachsmaisstarke zu Qber 95 % vorkommenden 
Glucosepoiymers Amylopektin. Amylopektin besteht aus Glucoseeinheiten, die in a-1,4- 
glykosldischen Bindungen voriiegen und a-1 ,6-glykosidische Verzweigungen aufweisen. 
HES welst vorteilhafte rheologische Eigenschaften auf und wird zur Zeit als Volumenersatz- 
mittel und zur Hamodilutionstherapie klinisch eingesetzt (Sommermeyer et al., Krankenhaus- 
I phamriazie. Vol. 8 (8, 1987) Seite 271 - 278 und Weldler et. al.. Arznelmlttelforschung / Drug 
Res., 41 , (1 991 ) Seite 494 - 498. 

HES wird im wesentlichen Qber das gewichtsgemittelte mittlere Molekulargewicht IViw, das 
Zahlenmittel des mittleren Molekulargewichts Mn, die Molekulargewlchtsverteilung und den 
Substitutionsgrad gekennzeichnet. Die Substitution mit Hydroxyethylgruppen In Atherbindung 
ist dabet an den Kohlenstoffatomen 2. 3 und 6 der Anhydroglucoseeinheiten moglich. Der 
Substitutionsgrad kann dabel als DS ^degree of substitution"), welcher auf den Anteil der 
substitulerten GiucosemolekQIe alter Glucoseeinheiten Bezug nimmt, oder als MS ("molar 
substitultion") beschrleben werden, womit die mittlere Anzahl von Hydroxyethylgruppen pro 
Glucoseeinheit bezeichnet wird. 



In DE 196 28 705 und DE 101 29 369 werden Verfahren beschrieben, wie die Kopplung mit 
Hydroxyethylstarke in wasserfrelem DImethylsulfoxid (DMSO) Ober das entsprechende 
Aldonsaurelaclon der Hydroxyethylstarke durchgefOhrt werden kann mIt freien 
Aminogruppen von Hamoglobin bzw. Amphotericin B. 

Da In wasserfrelen, aprotlschen Losungsmittein gerade im Falle der Proteine oft nicht 
gearbeltet werden kann, entweder aus LSslichkeitsgriinden aber auch Grunden der 
Denaturierung der Proteine, stehen auch Kopplungsverfahren mit HES im wasserhaltlgen 
Milieu zur VerfQgung. Z. B. gelingt die Kopplung der am reduzierenden Kettenende selektiv 
zur Aldonsaure oxidlerten Hydroxyethylstarke durch Vermittiung von wasserlOslichem 
Carbodilmid EDC (1-ethyl-3-(3-dlmethylaminopropyl)-carbodlimid) (PCT/EP 02/02928). Sehr 
oft jedoch ist der Einsatz von Carbodiimiden mIt Nachteilen behaftet, da Carbodiimide sehr 
haufig inter- oder Intramolekulare Vernetzungsreaktionen der Proteine verursachen als 
Nebenreaktionen. 

Im Faile von phosphatgruppenhaltigen Verbindungen wie Nukleinsauren gelingt die 
Kopplung oft gar nicht, da die Phosphatgruppen mit EDC ebenfalls reagieren kdnnen 
(S.S. Wong, Chemistry of Protein Conjugation and Cross-Linking, CRC-Press. Boca Raton, 
London, New York. Washington D.C., 1993, Seite 199) . 

Es bestand daher die Aufgabe, solche aktivlerten Derlvate von Hydroxyethylstarke oder 
anderen Polysacchariden zu finden, die in rein wassrigen Systemen oder auch in Losungs- 
mittelgemischen mit Wasser die Kopplung an Proteine oder andere Wirkstoffe gezielt ermog- 
lichen, ohne die oben beschriebenen Nachteile aufzuweisen. 

Es wurde nun QberraschendenAfeise gefunden, dass aus Hydroxyethylstarken sowie 
anderen Polysacchariden wie z. B. Wachsmaisstarke-Abbaufraktionen in trockenen 
aprotlschen, polaren Losungsmittein wie DImethylacetamId (DMA) oder Dimethylformamid 
(DMF) mit den Carbonaten besttmmter Alkohole wie z. B. N-Hydroxy-Sucdnlmlde die 
entsprechenden Kohlensaurediester hergestelit werden konnten, die sich im wassrigen 
Milieu mit nukleophiien NHz-Gruppen von WIrkstoffen zu (stabileren) Urethanen 
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>4rteHhatterwelse umsetzen lassen. Ms Nebenreaktlon tritt eine Verseifung mit Wasser zum 
polysaccharld, dem freien Alkohol und CO2 auf. 

Bei der Herstellung der Kohler^aurediester kann durch Wahl der molaren Verhaitnisse der 
Substitu«onsgrad mit reakUven KohlensSurestergruppen festgelegt werden. aus denen sich 
dann spater auch der Substitutionsgrad mit den phannazeutischen Wirkstoffen bei der 
Koppiung ergibt 

Die Herstellung der erfindungsgemaOen Kohlensaurediester erfolgt durch die Umsetzung der 
trockenen Starkefraktionen bzw. ihrer Derivate in trockenen. aprotischen LSsungsmittein wie 
Z.B. Dimethylfonnamid (pm oder Dimethyiacetamid (DMA) und den entsprechenden 
Carbonaten der Alkoholkoroponente. 

Die erfindungsgemailen Kohiensaurediester kSnnen aus der L6sung in DMF durch trockenes 
Ethanol. Isopropanol Oder Aceton g^faiit und durch mehrfaches wiederhoien des Vorganges 
gereinigt werden. Solche Kohlensaurediester kOnnen dann in Substanz isoiiert zur Koppiung 
an phannazeutische Wirkstoffe venwendet werden. Die Losung der Reaktionsprodukte In 
inertem apolarem LSsungmlttel kann jedoch auch direkt ohne Isoiiemng des aktiven 
Kohlensauredlesters zur Koppiung an phamiazeutische Wiricstoffe weitervenwendet werden. 

Weitere geeignete Kohlensaurediester von Starkefraktionen bzw. deren Derivate sind die 
Ester mit sulfonlertem N-Hydroxy-Succinimid oder auch geelgneten PhenoWerlvaten. 
Ebenfalls vorteilhaft kann der entsprechende Ester des N-Hydroxy-Benzotriazols eingesetzt 
werden. 

Als Starkederlvate kdnnen geeignete Hydroxyethylstarke-Fraktlonen eingesetzt werden aber 
auch andere Starkederivate wie z. B. Hydroxypropyistarke. Ebenfalls kommen Infrage die in 
der deutschen Patentanmeldung 102 17 994 beschriebenen hyperverzwelgten 
Starkefraktionen. 
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Beispiele 

Beispiei 1 

Herstellung von Hes 10/0,4 KohlensSurediester des N-Hydroxy-Succinimids. 
5 g getrocknete Hydroxyethytetarke mit einem mittleren Molekulargewlcht Mw = 10.000 
Dalton und einem Substitutlonsgrad MS = 0.4 werden In 30 ml trockenem DImethylfomiamfd 
bel 40 °C geiast und nach AbkQhIen der Losung mit der Squlmoiaren Menge an NN'- 
Disuccinimidylcarbonat versetzt unter Feuchtigkeitsausschiufi. Nach 2 Stunden rilhren bei 
Raumtemperaturwird dergebildete KohlensSuredlester des N-Hydroxysucdnimlds und HES 
direkt weiterverarbeitet wie im Beispiei 3 beschrieben. 

Beispiei 2 

Herstellung von Hes 10/0.4 - gekoppeltem Myoglobin 

5 mg Myogtobin werden In 0,4 ml Bicarbonatpuffer 0.3 molar pH 8.4 gelost. Zu dieser LOsung 
wefxlen 0,5 ml der LSsung aus Beispiei 2 mit dem enthaltenen HES 10/0,4 
Kohlensaurediester des N-Hydroxysuccinimids Qber 2 Stunden portionsweise bei 
Raumtemperatur zugegeben. Der Ansatz wird 1 Stunde riihren gelassen. Die Bildung des 
hesyiierten Myoglobins wird Qber Gel-Pemieatlonschromatographie mit einer Ausbeute von 
> 90 %, bezogen auf das eingesetzt l\/Iyoglobin, bestimmt. 
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PatentansprUche 



1 . Kohlensaurediester von StarkefrakHonen Oder Stdrkefraktions-Dertvaten. 

2. Kohlensaurediester gemaB Anspruch 1 , wobei die Starkefraktionen Abbaufraktionen des 
Amylopektins sind. 

3. Kohlensaurediester gemaft Anspruch 2, wobei die Abbaufraktionen des Amylopektins 
durch saureabbau und/oder Abbau durch a-Amylase von Wachsmaisstarke gewonnen 
werden. 

4. Kohlensaurediester gemaiJ Anspruch 3, wobei die Starkefraktionen ein m'rttleres 
IVIolekulargewicht Mw von 2.000 - 50.000 Dalton aufweisen und eine mittlere 
Verzweigung von 5-15 mol% a-1 ,6-glykosidischen Blndungen. 

5. Kohlensaurediester gemaii Anspruch 1. wobei die Starkefraktlons-Derivate Hydroxyethyl- 
Derivate von Abbaufraktionen der Wachsmaisstarke sind. 

6. Kohlensaurediester gemaR Anspruch 5, wobei das mittlere Molekulargewicht Mw der 
Hydroxyethylstarke-Fraktionen im Bereich von 2 - 300.000 Daiton liegt und der 
Substitionsgrad MS zwischen 0,1 und 0,8 liegt sowie das C2/C6-Verhaitnis der 
Substituenten an den Kohlenstoffatomen C2 und C6 der Anhydroglucosen zwischen 2 
und 15 liegt 

7. Kohlensaurediester gemad Ansprflchen 1-6, wobei die Alkoholkomponente N-Hydroxy- 
Succinimid, Sulfo-N-Hydroxysuccinimid, substituierte Phenole oder Hydroxy-Benzotriazol 
ist. 
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I 8. KohlensSuredlester gemail Anspruch 1-6, wobei die Alkoholkomponente N-Hydroxy- 
Succinimid und Sulfo-N-Hydroxysuccinimid ist 

9. Verfahren zur Herstellung von KohlensSurediester aus Starkefrakttonen und deren 
Derivate und einem zweiten, davon verschledenen Alkohol dadurch gekennzeichnet, 
dass die getrockneten Polysaccharide bzw. Ihre Derivate in wasserfreien. polaren, 
aprotisclien LSsungsnnitteIn wie Dimethylfomiamid (DMF) Oder Dimethylacetamid {DMA) 
geiast werden, gegebenenfalls unter W§mie, dem Ansatz je nach dam gewQnschten 
Veresterungsgrad die entspreclienden molaren IVIengen an Carbonat der 
2. Alkoholkomponente zugesetzt werden und danach der Ansatz unter WasserausschluB 
und RQhren 2 Stunden ausreagieren gelassen wird. 

10. Verfahren zur Herstellung von Kohlensaurediester aus Stari<efraktlonen und deren 
Derivate und N-Hydroxy-Succhinimid und seine Derivate gemaii Anspmch 9 dadurch 
gekennzeichnet, dass die wasserfreien Starkefraktionen und deren Derivate in 
wasserfreien, polaren, aprotlschen Ldsungsmlttein wIe Dimethylfonnamid (DMF) Oder 
Dimethytacetamid (DMA) geldst werden, gegebenenfalls unter Warme, dem Ansatz je 
nach gewQnschtem Kopplungsgrad erforderliche molare Mengen an NN- 
Dlsuccinlmidylcari3onat Oder ein Derivat desselben zugegeben werden und dieser unter 
RQhren wdhrend 2 Stunden be! Raumtemperatur ausreagieren gelassen wird. 

11. Verfahren zur Herstellung von mit StSrke oder St§rke-Derlvaten an an frelen 
Amlnofunktionen gekoppelten phamiazeutischen Wirkstoffen dadurch gekennzeichnet, 
dass Kohlensaurediester von Starke bzw. Starke-Derivaten damit umgesetzt werden 
unter Ausbildung von stabiien Urethanbindungen. 
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12. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch gekennzelchnet, dass die Kohlensdurediester der 
Starke Oder deren Derivate Ester des N-Hydroxy-Succinimids, des Sulfb-N-Hydroxy- 
succinimids. dersubstituierten Phenole oder Hydroxy-Benzotriazole sind. 

IS.Vertehren nach Anspruch 12 dadurch gekennzelchnet, dass die Diester Ester von 
Hydrojy-Succinimid und Suifo-N-iHydroxysuccinimid sind. 

14. Verfahren nach Anspriichen 11, 12 und 13 dadurch gekennzelchnet, dass die 
Starkefraktionen Abbaufraktionen der Wachsmalsstarke sind und die Starkederivate 
l-lydroxyethylst§rke. 
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